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NETY PITRIANI. Skripsi tentang Efek Supernatan Diatom Haslea ostrearia 
Terhadap Embrio Ikan Zebra (Danio rerio) (dibawah bimbingan Prof. Ir. Yenny 
Risjani, DEA, Ph. D) 
 
 
Sumberdaya laut yang sangat melimpah dan beragam dapat dimanfaatkan 
seoptimal mungkin bagi kehidupan. Banyak organisme laut berpotensi molekuler 
yang tinggi, karena dapat menghasilkan berbagai senyawa bioaktif unik. Haslea 
ostrearia adalah diatom laut yang mensintesis dan melepaskan marenin, pigmen 
biru-hijau yang larut dalam air bertanggung jawab untuk penghijauan 
(pewarnaan) insang dan palps labial pada kerang. Selain itu, marenin memiliki 
sifat antibakteri dan antivirus dan karena itu bertindak sebagai agen pelindung 
alami terhadap patogen. Haslea ostrearia adalah spesies diatom yang dominan 
di kolam, dan petani tiram mengambil keuntungan dari fenomena ini dengan cara 
merendam tiram mereka di perairan dangkal untuk 'perbaikan' (penggemukan) 
dan penghijauan, akibatnya dapat menaikkan kualitas produksi tiram dan 
meningkatkan keuntungan budidaya. Ikan merupakan organisme akuatik yang 
banyak memiliki nilai ekonomis juga untuk itu diperlukan efek apa yang 
ditimbulkan diatom Haslea ostrearia terhadap ikan. Salah satu jenis ikan hias 
yang banyak digemari ialah ikan zebra (Danio rerio). Dalam penelitian ini 
menggunakan ikan zebra sebagai ikan model, ikan ini memiliki kesamaan organ 
dengan tubuh manusia. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini akan 
membahas tentang efek supernatan Haslea ostrearia terhadap embrio ikan zebra 
secara morfologi dan fisiologi. Metode yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah metode eksperimen. Penelitian ini mengacu pada OECD (2013), yang 
dilakukan dengan beberapa tahap diantaranya : pemeliharaan hewan uji, 
pemijahan ikan, pembuatan konsentrasi larutan, sortir telur, pengukuran daya 
tetas, pengamatan frekuensi detak jantung, dan pengukuran kualitas air. Analisis 
data dalam penelitian ini menggunakan ANOVA, bila terjadi perbedaan signifikan 
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan menggunakan Tukey test.   
Berdasarkan hasil penelitian perkembangan embrio Zebrafish (Danio rerio) 
setelah pemaparan supernatan diatom Hasle ostrearia  pada masing-masing 
perlakuan dengan konsentrasi 0 %, 5 %, 10 %, 15 % dan 20 %  tidak 
mempengaruhi perkembangan embrio. Supernatan diatom pada masing-masing 
perlakuan tersebut tidak mengakibatkan efek teratogenik pada organ  embrio 
ikan zebra sehingga ikan tidak mengalami malforasi (kelainan morfologi). Ikan 
menetas sempurna dengan memilki sumbu tubuh yang lurus. Hasil analisis 
statistik menggunakan one-way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey 
menunjukkan bahwa perbedaan konsentrasi supernatan diatom Haslea ostrearia 
memberikan pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap daya tetas, denyut 
jantung (heart beat), mortalitas dan Survival Rate (SR). Kemudian lama 
pemaparan juga mempengaruhi tingkat daya tetas, detak jantung, mortalitas dan 
SR embrio ikan zebra.  
Penelitian lebih lanjut sebaiknya ditentukan terlebih dahulu nilai ambang 
bawah dan ambang atas terlebih dahulu sebelum uji lanjutan untuk penelitian 
lanjutan dianjurkan penggunaan diatom Haslea ostrearia di ekstrak terlebih 
dahulu atau dilakukan purifikasi marenin untuk mengetahui lebih jauh lagi 
pengaruh kandungan marenin terhadap organisme akuatik selain itu dapat 
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1.1 Latar Belakang  
Sumberdaya laut yang sangat melimpah dan beragam dapat dimanfaatkan 
seoptimal mungkin bagi kehidupan. Banyak organisme laut memiliki potensi 
molekuler yang tinggi, karena dapat menghasilkan berbagai senyawa bioaktif 
unik. Pandangan ini cukup beralasan, karena lingkungan laut dicirikan dengan 
kisaran kondisi yang sangat luas dan beragam, mulai dari suhu, tekanan, nutrien 
hingga intensitas cahaya matahari. Keragaman kondisi ini secara langsung 
mencerminkan tingginya keanekeragaman organisme laut dan senyawa-
senyawa bioaktif yang dihasilkannya. Sejauh ini kurang lebih 10.000 senyawa 
bioaktif telah diekstraksi dari berbagai organisme laut. Banyak di antaranya 
menunjukkan aktifitas farmakologi, yang sangat potensial dikembangkan sebagai 
antimikroba, antikanker dan anti HIV (Rumengan et al., 2014).   
Haslea ostrearia adalah diatom laut yang mensintesis dan melepaskan 
marenin, pigmen biru-hijau yang larut dalam air bertanggung jawab untuk 
penghijauan (pewarnaan) insang dan palps labial pada kerang. Selain itu, 
marenin memiliki sifat antibakteri dan antivirus dan karena itu bertindak sebagai 
agen pelindung alami terhadap patogen (Prasetya et al., 2017). Diatom ini telah 
lama menjadi subjek topik penelitian karena diatom ini memiliki pigmen yang larut 
dalam air bewarna biru kehijaun, yang disebut marenin, yang bertanggung jawab 
untuk penghijauan tiram. Haslea ostrearia adalah spesies diatom yang dominan 
di kolam, dan petani tiram mengambil keuntungan dari fenomena ini dengan cara 
merendam tiram mereka di perairan dangkal untuk 'perbaikan' (penggemukan) 
dan penghijauan, akibatnya dapat menaikkan kualitas produksi tiram dan 
meningkatkan keuntungan budidaya (Lepinay et al., 2016). Gastineau et al. 




















dapat diterapkan secara luas dalam kegiatan budidaya, karena memiliki sifat 
sebagai antibakteri, antivirus dan anti patogen. 
Salah satu jenis ikan hias yang banyak digemari ialah ikan zebra (Danio 
rerio). Ikan ini memilki banyak varietas dengan nama dagang yang beragam pula 
seperti zebra danio slayer, zebra danio jengki, dan zebra danio leopard. Ikan ini 
selain sebagi komoditas ikan hias juga sering dijadikan sebagai ikan uji pada 
peneltian seperti penelitian genetik (ikan transgenik), nutrisi ikan dan lingkungan 
(Ismara ,2006). Beberapa tahun terakhir, penggunaan ikan zebrafish sebagai 
organisme model untuk pengembangan genetik, toksikologi, gangguan 
metabolisme, serta gangguan tubuh manusia lainnya menjadi sangat populer. 
Zebrafish atau dikenal dengan nama ilmiah Danio rerio memiliki kurang lebih 45 
spesies di dunia. Ikan ini merupakan famili Cyprinidae. Garis-garis sebagai corak 
yang ada pada tubuh ikan terdiri dari beberapa tipe sel pigmen. Garis berwarna 
biru hitam terdiri dari dua sel pigmen, yaitu melanofor dan iridiofor, sedangkan 
pada garis berwarna kuning perak terdiri dari sel pigmen xantofor dan iridiofor. 
Garis-garis pada ikan berfungsi untuk adaptasi terhadap lingkungannya melalui 
mekanisme kamuflase (Yuniarto et al., 2017).  
Diatom Haslea ostrearia memiliki manfaat bagi kegiatan budidaya tiram 
selain itu diatom ini memilki kandungan marenin yang dipercaya sebagi zat 
antibakteri, anti virus dan anti patogen. Ikan merupakan organisme akuatik yang 
banyak memiliki nilai ekonomis juga untuk itu diperlukan efek apa yang 
ditimbulkan diatom Haslea ostrearia terhadap ikan. Dalam penelitian ini 
menggunakan embrio ikan zebra sebagai ikan model, ikan ini memiliki kesamaan 
dengan tubuh manusia. Embrio ikan zeba memliki beberapa kelebihan sperti 
berkembang serentak, morfologi yang yang transparan dan bersifat permeable 




















zebra (Danio rerio) untuk melihat efek apa yang ditimbulkan ketika embrio 
tersebut dipapar oleh supernatan diatom Haslea ostrearia. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
1. Apakah supernatan diatom Haslea ostrearia  dapat mempengaruhi 
embrio Zebrafish  (Danio rerio)?  
2. Bagaimana kondisi morfologi dan fisiologi organ embrio Zebrafish (Danio 
rerio) setelah pemaparan supernatan diatom Haslea ostrearia ?  
 
1.3 Tujuan 
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh supernatan diatom 
Haslea ostrearia terhadap perkembangan embrio zebrafish dan untuk 
mengetahui bagaimana kondisi morfologi dan fisiologi organ embrio Zebrafish 
(Danio renio) setelah pemaparan supernatan diatom Haslea ostrearia. 
 
1.4 Kegunaan  
Dalam penelitian ini diharapkan memiliki beberapa kegunaan bagi beberapa 
kalangan diantaranya sebagai berikut : 
1.4.1  Bagi Peneliti  
 Mengetahui efek supernatan diatom Haslea ostrearia terhadap morfologi 
dan fisiologi ikan zebra  
  Menambah pengalaman peneliti dalam penelitian.  
1.4.2 Bagi Perguruan Tinggi  
 Dapat dijadikan bahan rujukan penelitian di Fakultas Perikanan dan Ilmu 
Kelautan Universitas Brawijaya Malang.  
 Sebagai langkah awal menentukan efek supernatan diatom Haslea 
osctrearia terhadap embrio Zebrafish (Danio rerio) sehingga selanjutnya 




















1.4.3 Bagi Masyarakat  
 Sebagai pengetahuan dan memberikan informasi kepada masyarakat 
mengenai efek yang ditimbulkan oleh supernatan diatom Haslea ostrearia 
terhadap perkembangan embrio ikan. 
1.4.4 Bagi pemerintah  
 Sebagai dasar acuan dalam membuat kebijakan pemanfaatan 
sumberdaya laut dan perikananan  untuk menujang kehidupan ekonomi 
bagi pengusaha perikanan.  
 
1.5 Tempat dan Waktu  
` Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari-Maret 2018 di Laboratorium 
Budidaya Ikan Divisi Reproduksi Ikan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan 
Universitas Brawijaya, Malang dan Laboratorium Sentral Ilmu Hayati (LSIH), 

































2. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Kandungan bioaktif Haslea ostrearia 
 Diatom biasanya disajikan sebagai 'mikroalga coklat keemasan', dalam 
hal dari pigmen mereka, terutama klorofil a dan c, ditutupi oleh fucoxanthin. 
Dalam hal ini, selama beberapa dekade, Haslea ostrearia  dianggap satu-
satunya spesies, di seluruh dunia yang dikenal dengan kapasitasnya untuk 
mensintesis pigmen biru, marennine, yang terakumulasi. Baru-baru ini diatom 
dengan apikal biru, memproduksi pigmen seperti marennine (Gastineau et al., 
2014) 
Haslea ostrearia adalah spesies kosmopolitan diatom yang biasa 
ditemukan di pantai Atlantik Prancis, terutama di kolam tiram Teluk Marennes-
Oléron dan Teluk Bourgneuf. Diatom ini telah lama menjadi subjek topik 
penelitian karena diatom ini memiliki pigmen yang larut dalam air bewarna biru 
kehijaun, yang disebut marennine, yang bertanggung jawab untuk penghijauan 
tiram. Haslea ostrearia adalah spesies diatom yang dominan di kolam, dan petani 
tiram mengambil keuntungan dari fenomena ini dengan cara merendam tiram 
mereka di perairan dangkal untuk 'perbaikan' (penggemukan) dan penghijauan, 
karena ini dua tahap terakhir menaikkan kualitas produksi tiram dan 
meningkatkan keuntungan budidaya. Di luar manfaatnya dalam akuakultur untuk 
penghijauan tiram, marennine telah terbukti memiliki beberapa fungsi biologis 
dengan aplikasi potensial bioteknologi, yaitu : antibakteri, antikoagulan, antivirus 
,antioksidan dan anti tumor (Lepinay et al., 2016). Klasifikasi diatom Haslea 
ostrearia berdasarkan Algabase (2018) sebagai berikut : 
Kingdom : Chromista 
Phylum : Bacillariophyta 




















Class  : Bacillariophyceae 
Subclass : Bacillariophycidae 
Order  : Naviculales 
Suborder : naviculineae 
Familiy  : Naviculaceae 
Genus  : Haslea 
Spesies : Haslea ostrearia 
 
 
Gambar 1. Haslea ostrearia (Gastineau et al., 2012) 
 
2.2 Supernatan Diatom Haslea ostrearia 
Supernatan adalah substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis 
yang lebih rendah dari pelet. Posisi dari substansi ini berada pada lapisan atas 
dan warnanya lebih jernih, sementara pelet adalah substansi hasil sentrifugasi 
yang memiliki bobot jenis yang lebih tinggi dari supernatan. Posisi pelet berada 
pada bagian bawah (berupa endapan) dan warnanya lebih keruh (Miller, 2000). 
Peranan langsung marennine pada proses penghijauan tiram juga telah 
dibuktikan di laboratorium, baik menggunakan supernatan (ekstrak kasar)  dari 
budidaya Haslea ostrearia  atau larutan marennine yang dimurnikan (Pouvreau, 
2006). Marennine terbagi dalam dua bentuk yaitu  bentuk intraseluler, yang 




















medium. Selain itu, beberapa penelitian menunjukkan bahwa kedua bentuk 
pigmen marennine dapat memberi warna insang tiram memiliki sifat antioksidan 
dan aktivitas biologis. 
 
2.3 Zebra Fish (Danio rerio) 
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi 
Ikan zebra merupakan jenis ikan air tawar yang umum ditemukan di 
sungai-sungai yang dangkal dan sawah-sawah di India Timur dan Burma. Ikan 
zebra memakan organisme hidup yang lebih kecil dan dalam habitatnya, ikan ini 
merupakan makanan bagi ikan lain yang lebih besar, amfibi kecil, mamalia 
ataupun burung (Wilson, 2003). Sistematika ikan zebra (Brachydanio rerio) 
berdasarkan  Eschmeyer (1990),  adalah sebagai berikut:  
Filum  : Chordata  
Kelas : Actynopterygii  
Ordo  : Cypriniformes  
Famili  : Cyprinidae  
Genus  : Danio  
Spesies: Danio rerio                                                                    






Gambar 2.a. Zebrafish (Danio rerio)(Hamilton,2004) b. Zebrafish (Dokumentasi 























Brancydanio merupakan sinonim dari Danio karena adanya karakter yang 
tidak dapat dipisahkan antara dua kelompok tersebut (Barman, 1991). 
Kematangan seksual dewasa dicapai pada usia 10 sampai 12 minggu. Usia 
harapan hidup di akuarium yang terawat dengan baik sampai 5 tahun (Kohli dan 
Elezzabi, 2008). Ikan zebra biasa digunakan dalam penelitian ekotoksikologi, 
karena biologi dan reproduksi ikan zebra yaitu (interval generasi pendek, interval 
pemijahan yang singkat, telur transparan), sehingga cocok sebagai ikan uji untuk 
penelitian toksikologi. Ikan dewasa dapat mencapai panjang 4-6 cm. Karakteristik 
seksual biasanya mulai berkembang pada umur 4-5 bulan (Meinelt et al.,1999). 
Ikan zebra memilki bentuk tubuh fusiform dan bentuk mulut terminal yang miring 
ke arah atas. Rahang bawah dari ikan ini lebih menjorok, mata terletak ditengah 
kepala sehingga jika dilihat dari atas tidak terlihat. Ikan zebra memilki corak 
berupa garis lateral yang memanjang sampai sirip perut, 2 pasangan sungut dan 
memilki 5-7 garis berwarna biru gelap yang memanjang dan bmebentang dari 
belakang operkulum sampai sirip ekor (Spence, 2006) 
Ikan zebra ditemukan pada berbagai habitat mulai dari perairan yang 
memiliki arus tenang sampai perairan yang tidak mengalir, terutama di lahan 
persawahan. Ikan zebra termasuk dalam kategori omnivora (Utomo, 2009). 
Spesies ini berdasarkan Westerfield (1995) dapat dengan mudah dipelihara pada 
akuarium yag berukuran 45 liter dengn kisaran suhu 25- 31 0C. Kohli dan 
Elezzabi (2008), menjelaskan bahwa usia harapan hidup ikan zebra ini di 
akuarium yang terawat bisa mencapai 5 tahun. Rahman et al. (2012) 
memaparkan bahwa ikan zebra memilki ukuran panjang baku kurang dari 10 cm 
dan memilki ciri khas garis vertikal hitam pada badannya sehingga ikan zebra 
juga biasa disebut convict cichlid. Ikan zebra mampu menghasilkan rata-rata 





















2.3.2 Zebrafish sebagai Organisme Model 
Ikan zebra adalah vertebrata yang memiliki kekerabatan lebih dekat 
dengan manusia daripada yang umum digunakan di laboratorium. Ikan zebra 
populer di sebagian besar laboratorium biologi sebagai organisme model yang 
potensial untuk uji toksisitas, teratogenisitas, embriotoksisitas yang dapat 
dilakukan secara cepat dan efisien. Ikan ini dapat dijadikan model dengan 
mengkombinasikan assay biokimia, seluler, dan molekuler melalui pengamatan 
struktur dan fungsi-fungsi tertentu dalam suatu individu (de Esch et al. 2012). 
Ikan zebra dapat mewakili spesies vertebrata, dan tahapan embrio dari ikan ini 
memiliki beberapa kelebihan, seperti berkembang secara serentak, morfologi 
yang transparan, bersifat permeabel terhadap obat-obatan, serta dapat dengan 
mudah dimanipulasi menggunakan pendekatan genetika dan molekular. Hasil uji 
toksisitas pada embrio ikan zebra telah terbukti memiliki korelasi positif dengan 
hasil uji toksisitas pada mamalia. Pengujian senyawa antikanker secara in vivo 
pada embrio dan ikan zebra telah banyak dilakukan (Aditianingrum, 2015). 
Ikan zebra merupakan salah satu hewan uji yang bersifat komplementer 
dengan model vertebrata dalam studi in vivo. Uji toksisitas dengan menggunakan 
ikan zebra telah dikembangkan sebagai uji toksisitas akut dalam upaya 
mengeksplorasi obat-obatan baru dari senyawa bahan alam (Kari et al. 2007). 
Zebrafish (Danio rerio) merupakan salah satu organisme model vertebrata yang 
paling penting dalam genetika, perkembangan biologi, neurofisiologi dan 
biomedis. Ia memiliki fisiologi yang membuatnya mudah digunakan untuk 
manipulasi eksperimental. Zebrafish merupakan ikan yang kecil sehingga dapat 
disimpan dalam jumlah banyak di laboratorium. Kekuatannya sebagai model 
organisme adalah bahwa ikan zebra merupakan vertebrata yang hampir mirip 
dengan manusia (Spence et al., 2006). Ikan zebra telah digunakan secara luas 




















untuk studi proses perkembangan embrio karena embriogenesisnya sangat mirip 
dengan vertebrata tingkat tinggi seperti manusia (Chakraborty et al. 2009). 
2.3.3 Embriogenesis Zebrafish (Danio rerio) 
Embriogenesis adalah proses pembentukan zigot sampai embrio. Tahap 
perkembangan embrio. Untuk memudahkan pengamatannya dibedakan atas tiga 
tahapan, yakni tahap pembelahan, blastulasi, neurolasi dan tahap 
organogenesis. Embriogenesis Zebrafish (Danio rerio) berdasarkan (Kimmel et 
al., 1995) dapat dilihat pada gambar dibawah ini: 
 
Gambar 3. Tahap Perkembangan Embrio Ikan Zebra (Danio rerio) 
Pada inkubasi telur perkembangan embrio diawali dari proses fertilisasi, 
dimana sperma masuk ke dalam telur melalui mikrofil dari khorion dan 
mengalami peleburan inti sel (Tridjoko, 2004). Telur umumnya mengalami proses 
embriogenesis, yaitu proses perkembangan telur hingga menjadi larva definitif. 
Embriogenesis akan berlangsung pada saat inkubasi dimulai dari proses 
pembelahan sel telur (cleavage), morulasi, blastulasi, gastrulasi, dan dilanjutkan 




















pembelahan sel pada perkembangan embrio, ukuran sel tersebut makin lama 
makin mengecil atau menjadi unit-unit kecil yang disebut blastomer. Telur 
selanjutnya akan mengalami blastulasi, blastulasi ialah proses perkembangan 
embrio yang menghasilkan pembentukan blastula. Setelah itu sel mengalami 
proses gastrula. Saat telur berada pada fase gastrula, terjadi perkembangan sel 
bakal organ yang telah terbentuk pada fase blastula. Setelah fase gastrula 
kemudian sel telur akan mengalami perkembangan fase organogenesis, 
organogenesis merupakan proses pembentukan organ tubuh, pembentukan 
organ tubuh ini meliputi otak, mata, bagian alat pencernaan makanan dan 
kelenjarnya, dan sebagian kelenjar endokrin (Affandi et al., 2005). 
Mandiri (2007) mengemukakan bila embrio telah lebih panjang daripada 
kuning telur dan telah berbentuk sirip perut, maka telur akan segera menetas. 
Sebelum embrio menetas, embrio akan sering merubah posisi karena 
kekurangan ruang gerak didalam cangkang telur. Selanjutnya cangkang telur 
akan menjadi lunak dan akhirnya cangkang akan pecah. Kemudian telur akan 
menetas.  
 
2.4 Parameter Kualitas Air 
2.4.1 Suhu 
Suhu merupakan faktor penting dalam mempengaruhi proses 
perkembangan embrio, daya tetas telur dan kecepatan penyerapan kuning telur. 
Suhu yang rendah membuat enzim (chorion) tidak bekerja dengan baik pada kulit 
telur dan membuat embrio akan lama dalam melarutkan kulit telur, sehingga 
embrio akan menetas lebih lama. Sebaliknya pada suhu tinggi dapat 
menyebabkan penetasan prematur sehingga larva atau embrio yang menetas 
akan tidak lama hidup (Nugraha et al., 2012). Laevastu dan Murray (1981), 




















menjadi lambat, sedangkan suhu yang tinggi waktu inkubasi menjadi menjadi 
cepat pada ikan Cod. 
Ismara (2006) memaparkan peningkatan suhu  ikan zebra dapat tumbuh 
baik pada kisaran suhu 18-280C . Berdasarkan Sakurai et al. (1992) kondisi ideal 
untuk hidup dan reproduksi ikan zebra antara lain 24 -260C dengan pH 6.5-7 dan 
kadar oksigen terlarut antara lain 4.21-5.43 ppm. 
2.4.2 Derajat Keasaman (pH)  
pH adalah derajat keasaman yang digunakan untuk menyatakan tingkat 
keasaman atau kebasaan yang dimilki suatu perairan. Kadar pH  dapat 
menetukan apakan perairan tersebut dikategorikan baik, sedang atau buruk. 
Setiap biota di perairan memiki kadar toleransi pH yang berbeda-beda (Azmi et 
al., 2016). Bahkan, ikan dewasa akan lebih baik toleransinya terhadap pH 
dibandingkan ikan ukuran lebih kecil, larva ataupun telur. Bila keseimbangan pH 
tidak tercapai maka ikan atau embrio akan lebih rentan mengalami luka yang 
disebabkan pecahnya dinding sel sehingga mengakibatkan bakteri dan parasit 
bisa masuk kedalam embrio ikan. Misalnya keberadaan jamur di dalam media air 
umumnya merugikan karena dapat menyerang telur ikan atau ikan (Lesmana, 
2004). Perubahan pH air yang besar dalam waktu singkat akan menimbulkan 
gangguan fisiologis (Burhanuddin dan Hedrajat, 2011). Sakurai et al. (1992, 
memaparkan nilai pH yang baik untuk menunjang kehidupan ikan zebra berkisar 
antara 6.5-7 ppm. 
2.4.3 Oksigen Terlarut (DO) 
Pada lingkungan perairan, kandungan oksigen dalam air dapat dilihat 
melalui kandungan oksigen terlarut. Berdasarkan hasil penelitian kualitas air dan 
kontaminasi polutan membuktikan bahwa oksigen terlarut (Dissolved 
Oxygen=DO) merupakan parameter paling penting sebagai penunjang 




















proses respirasi. Kelarutan oksigen di air menurun dengan semakin 
meningkatnya salinitas, setiap peningkatan salinitas sebesar 9 mg/L mengurangi 
kelarutan oksigen sebanyak 5% dari yang seharusnya di air tawar (Mulyani, 
2014). Kondisi ideal untuk hidup dan reproduksi ikan zebra antara lain 4.21-5.43 
ppm (Sakurai et al., 1992). Oksigen terlarut diperlukan untuk perkembangan 
embrio sehingga tahapan perkembangannya berjalan dengan sempurna. Selain 








































3. METODE PENELITIAN 
3.1 Materi Penelitian  
Materi dalam peneltian ini adalah efek pemberian supernatan diatom 
Haslae ostearia pada konsentrasi (dosis)  terhadap kondisi embrio Zebrafish 
(Danio rerio) yang meliputi perkembangan embrio, mortalitas, SR (Survival Rate) 
daya tetas (hatching rate), dan detak jantung (heart beats). Parameter kualitas air 
yang diukur yaitu: suhu, derajat keasaman (pH) dan oksigen terlarut (DO). 
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
 Akuarium 
 Mikroskop binokular 
 Cawan petri 30 mm 




 DO meter 
 pH meter 
 Pipet tetesT 
 Object glass 
 Hand tally counter 
3.2.2 Bahan 
 Zebrafish dewasa (Danio rerio) 
 Embrio zebrafish (Danio rerio) 





















 Air tawar 
 
3.3 Metode dan Rancangan Peneltian 
3.3.1 Metode Penelitian 
Eksperimen adalah sebagai suatu penelitian ilmiah dimana peneliti 
memanipulasi dan mengontrol satu atau lebih variabel bebas dan melakukan 
pengamatan terhadap variabel-variabel terikat untuk menemukan variasi yang 
muncul bersamaan dengan manipulasi terhadap variabel bebas tersebut. 
Penelitian eksperimen sebagai suatu penelitian yang dengan sengaja peneliti 
melakukan manipulasi terhadap satu atau lebih variabel dengan suatu cara 
tertentu sehingga berpengaruh pada satu atau lebih variabel lain yang di ukur. 
Lebih lanjut dijelaskan, variabel yang dimanipulasi disebut variabel bebas dan 
variabel yang yang akan dilihat pengaruhnya disebut variabel terikat. Penelitian 
ini bertujuan untuk meneliti kemungkinan sebab akibat dengan mengenakan satu 
atau lebih kondisi perlakuan pada satu atau lebih kelompok eksperimen dan 
membandingkan hasilnya dengan satu atau lebih kelompok kontrol yang tidak 
diberi perlakuan (Setyanto, 2005). 
3.3.2 Rancangan Penelitian 
Analisis data untuk pencarian konsentrasi terbaik supernatan diatom 
Haslea osteraria menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 
perlakuan pemberian konsentrasi supernatan dalam jumlah yang berbeda. 
Rancangan ini dilakukan karena tempat percobaan relatif homogen/seragam 
yaitu laboratorium. Hanafiah (2000), menjelaskan bahwa RAL merupakan 
rancangan percobaan yang tidak terdapat lokal kontrol, sumber keragaman 
adalah perlakuan dan galat. Dijelaskan pula bahwa RAL umumnya cocok 




















Penelitian dilakukan menggunakan 4 perlakuan dan 1 kontrol. Untuk masing-
masing perlakuan ataupun kontrol diulang sebanyak 3 kali. Adapun 






Gambar 4 . Cawan petri, K1,2,3 : kontrol ulangan ke-1,2 dan 3 
A, B, C, D 1,2,3 : perlakuan uji ulangan ke- 1,2 dan 3 
 
 
3.4 Metode Pengambilan Data 
 Pengambilan data dalam penelitian ini dilakukan dengan mengambil dua 
macam data yaitu data primer dan data sekunder. 
3.4.1 Data Primer 
Sa’adah (2014) menyatakan data primer adalah data yang diperoleh 
langsung dari sumbernya dengan cara observasi, partisipasi aktif dan 
wawancara. 
a. Observasi 
 Observasi ialah pemilihan, pengubahan, pencatatan, dan pengodean 
serangkaian perilaku dan suasana yang berkenaan dengan organisasi, sesuai 
dengan tujuan-tujuan empiris (Hasan, 2002).  Metode observasi dilakukan 
dengan cara mengamati perilaku, kejadian atau kegiatan orang atau sekelompok 
orang yang diteliti. kemudian mencatat hasil pengamatan tersebut untuk 
mengetahui apa yang sebenarnya terjadi. Dengan pengamatan peneliti dapat 
melihat kejadian sebagaimana subyek yang diamati mengalaminya, menangkap, 





































b. Partisipasi aktif 
 Bungin (2008), memaparkan partisipasi aktif merupakan observasi dimana 
pengamatan ikut terlibat dalam kegiatan yang dilakukan atau yang diamati, 
seolah-olah merupakan bagian dari mereka. 
3.4.2 Data Sekunder 
Data sekunder adalah data yang di peroleh atau yang dikumpulkan oleh  
orang  yang  melakukan  penelitian  dari  sumber-sumber  yang  telah ada 
(Hasan, 2002). Biasanya sumber tidak langsung berupa data dokumentasi dan 
arsip-arsip (Situmorang, 2010). Data ini digunakan untuk mendukung informasi 
primer yang diperoleh dari bahan pustaka, literatur, penelitian terdahulu, buku 
dan lain sebagainya. 
 
3.5 Prosedur Penelitian 
3.5.1 Pengambilan Supernatan Diatom Haslea ostrearia 
Supernatan diatom Haslea ostrearia diambil dari laboratorium LSIH. 
Sehingga tidak perlu dilakukan kultur awal karena supernatan sudah tersedia. 
Setelah itu supernatan disimpan dibotol gelap dan disimpan di dalam kulkas. 
3.5.2 Pemeliharaan Hewan Uji  
Zebrafish (Danio rerio) dewasa diperoleh dari Laboratorium Reproduksi 
Ikan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya . Ikan zebra 
dipelihara dengan kisaran suhu sebesar 25-300C dan diberi makan satu kali per 
hari dengan  cacing sutra (T. Tubifex). Berat Zebrafish (Danio rerio) dewasa 
untuk pemijahan yaitu betina 0.65±0.13 dan jantan 0.5±0.1 g. Suhu optimal 
260C, pH 6,5-8,5 dan DO 6,8 mg/L. Satu kali pemijahan zebrafish betina 






















3.5.3 Pemijahan Ikan  
Pemilihan induk jantan dan betina diperlukan untuk memulai pemijahan. 
Ikan zebra (Danio rerio) jantan memilki warna yang lebih menarik dan lebih 
cerah. Ikan betina umumnya memiliki ukuran tubuh yang relatif besar 
dibandingkan dengan ikan jantan (Axelrod et al., 1971). Telur ikan zebra dapat 
dihasilkan melalui pemijahan ikan zebra dewasa jantan dan betina dengan 
perbandingan ratio 2:1. Ikan zebra jantan dan betina ditempatkan di akuarium 
yang berbeda 4-5 jam sebelum pemijahan. Setelah itu ikan zebra jantan dan 
betina dimasukan ke dalam satu akuarium yang dilengkapi dengan aerator untuk 
mensuplai oksigen kemudian untuk mencegah predasi telur oleh indukan zebra 
dipasang spawning trap selain itu juga sebagai stimulus pemijahan tanaman 
buatan dimasukkan kedalam akuarium. Pemijahan ikan zebra berlangsung pada 
malam hari sampai menjelang pagi. Setelah itu telur yang terkumpul diambil 
dengan pipet volume plastik dan dicuci menggunakan aquades untuk 
menghindari debris. 
3.5.4 Kultur Embrio  
Telur yang fertil dikumpulkan dalam cawan petri untuk pemeriksaan 
fertilitas. Fertilitas telur dilihat dengan menggunakan mikroskop, yaitu telur yang 
fertil memiliki warna transparan, kantong anion utuh, dan perkembangan embrio 
yang normal. Telur yang telah diseleksi selanjutnya diambil dengan 
menggunakan pipet dan ditempatkan pada masing-masing cawan. Telur 
diletakan pada 5 cawan petri yang setiap cawan petri terdapat 3 sekat dengan 
jumlah masing-masing sekat berisi 20 telur, sehingga jumlah telur yang 
digunakan sebanyak 300 butir telur. Telur ikan zebra yang fertile dipapar 






















3.5.5 Pemberian Konsentrasi Perlakuan 
Pemberian perlakuan dilakukan terlebih dahulu uji pendahuluan. Uji 
pendahuluan dilakukan guna untuk menentukkan dosis yang diinginkan. Dimana 
pada uji pendahuluan ini saya menggunakan dosis 0 %, 25 %, 50 %, 75 % dan 
100 % supernatan diatom Haslea ostrearia. Berikut hasil tingkat mortalitas 
embrio ikan zebra (Danio rerio) pada penelitian pendahuluan: 
Tabel 2. Data Tingkat Mortalitas Pada Penelitan Pendahuluan 



































































































S = Supernatan Diatom Haslea ostrearia 
A = Aquades 
 
Hasil dari uji pendahuluan terjadi tingkat mortalitas yang tinggi sampai 
mencapai 100 % pada waktu kurang dari 48 jam. Pada dosis 75 % dan 100 % 
pada waktu singkat embrio mengalami kematian lebih dari 50 %. Oleh karena itu 
dosis perlakuan diturunkan dibawah 25 % yaitu dosis 0 %, 5 %, 10 %, 15 % dan 
20 %. Penurunan dosis ini dilakukan karena kematian embrio ikan lebih dari 50 
%. 
3.5.6 Perkembangan Embrio  
Embrio dimasukkan ke dalam cawan petri 30 mm dan tiap sumur diisi 




















dipapar dengan supernatan Haslea ostrearia selama 24, 48, 72, dan 96 hpf 
kemudian diamati morfologinya yaitu sumbu tubuh, koagulasi darah, mata, 
jantung, pigmentasi, kantung kuning telur, dan ekor dengan menggunakan 
mikroskop. 
3.5.7 Pengukuran Daya Tetas (Hatching rate)  
Pengukuran daya tetas telur dilakukan pada jam ke 48 setelah fertilisasi.  
Hal ini dikarenakan 48 hpf merupakan waktu yang dibutuhkan embrio ikan 
Zebra (Danio rerio) mulai menetas (OECD, 2013). Embrio ikan zebra diamati 
pada kelompok kontrol , kelompok konsentrasi  5 %, kelompok konsentrasi 10 %, 
kelompok konsentrasi 15% dan kelompok konsentrasi 20 %. Daya tetas dihitung 
dengan menggunakan rumus sebagai berikut:  
Daya tetas telur = jumlah telur yang menetas pada jam ke-48 x 100% 
    Jumlah telur awal 
 
3.5.8 Pengukuran Detak jantung (heart beat) 
Detak jantung ikan zebra mulai muncul pada waktu 48 hpf. Pengukuran 
detak jantung dilakukan mulai jam 48 hpf, 72 hpf dan 96 hpf. Hal ini sesuai 
dengan pemaparan OECD (2013), bahwa pengamatan frekuensi detak jantung 
dilakukan pada jam ke 48, 72 dan 96 jam.  Detak jantung ikan zebra diukur 
selama 30 menit yang diamati dibawah mikroskop binokuler. Perhitungan 
frekuensi detak jantung ikan menggunakan handtally counter dan untuk waktu 
pengamatan menggunakan stop watch. 
3.5.9 Pengukuran Mortalitas Ikan Zebra (Danio rerio) 
Pengukuran mortalitas dilakukan pada waktu 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf dan 
96 hpf. Pengamatan telur yang mengalami mortalitas dilihat dibawah mikroskop 
binokuler. Kemudian dicatat jumlah telur ikan yang mati setelah itu dihitung 
jumlah mortalitas dalam persen. Anggraini et al. (2014) memaparkan untuk 
menghitung mortalitas ikan menggunakan rumus dibawah ini 





















No = jumlah ikan pada awal perlakuan 
Nt = jumlah ikan pada akhir perlakuan 
3.5.10 Pengukuran Survival Rate Ikan Zebra (Danio rerio) 
Pengukuran Survival Rate (SR) dilakukan pada waktu 24 hpf, 48 hpf, 72 
hpf dan 96 hpf.  Kemudian dicatat jumlah telur ikan yang masih hidup setelah itu 




SR = Kelangsungan hidup embrio ikan uji (%) 
Nt = Jumlah embrio ikan pada akhir penelitian (butir) 
No = Jumlah telur ikan pada awal penelitian (butir)  
3.5.11 Pengukuran Parameter Kualitas Air  
a. Suhu  
Berdasarkan pemaparan Rovita et al. (2012), pengukuran suhu atau 
temperatur dilakukan dengan menggunakan DO meter bersamaan dengan 
pengukuran oksigen terlarut. Adapun metode pengukurannya adalah dengan 
cara memasukan sensor ke dalam perairan kemudian menunggu sampai 
skalanya stabil. Ketika angka pada skala telah stabil, kemudian mencatat 
hasilnya. 
b. Derajat Keasaman (pH)  
Prosedur penggunaan pH meter berdasarkan SNI (2004) adalah sebagai 
berikut:  
1. Alat pH meter dikalibrasi dengan larutan penyangga sesuai instruksi kerja alat 
setiap kali akan melakukan pengukuran  
2. Elektroda dikeringkan dengan kertas tisu selanjutnya dibilas dengan air suling  
3. Elektroda dibilas dengan air sampel yang akan diuji  




















4. Elektroda dicelupkan ke dalam air sampel yang diuji sampai pH meter 
menunjukkan pembacaan yang tetap.  
5. Dicatat hasil pembacaan skala atau angka pada tampilan dari pH meter.  
c. Oksigen Terlarut (DO)  
Prinsip kerja DO meter berdarsarkan Salmin (2005) adalah menggunakan 
probe oksigen yang terdiri dari katoda dan anoda yang direndam dalam larutan 
elektrolit. Pada alat DO meter, probe ini biasanya menggunakan katoda perak 
(Ag) dan anoda timbal (Pb). Secara keseluruhan, elektroda ini dilapisi dengan 
membran plastik yang bersifat semi permeable terhadap oksigen.  
Prosedur pengukuran DO yaitu sebagai berikut:  
1. Alat DO meter dikalibrasi dengan larutan penyangga  
2. Elektroda dikeringkan dengan kertas tisu selanjutnya dibilas dengan air suling  
3. Elektroda dibilas dengan air sampel yang akan diuji  
4. Elektroda dicelupkan ke dalam air sampel yang diuji sampai DO meter 
menunjukkan pembacaan yang tetap.  
5. Dicatat hasil pembacaan skala atau angka pada tampilan dari DO meter.  
 
3.6 Analisis Data  
Data hasil pengaruh perlakuan konsentrasi yang berbeda pada media hidup 
embrio ikan zebra (Danio rerio) seperti data mortalitas, daya tetas, detak jantung 
dan Survival Rate (SR) diolah menggunakan Microsoft Excel kemudian dilakukan 
uji one-way ANOVA, bila terjadi perbedaan signifikan dilanjutkan dengan uji Beda 
Nyata Jujur (Tukey test) untuk mengetahui kelompok perlakuan yang memiliki 
pengaruh sama atau berbeda antara satu dengan yang lainnya. Perangkat lunak 
yang digunakan untuk analisis data adalah Statistical Program for Social Science 





















4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Embriogenesis Ikan Zebra (Danio rerio) 
Proses embriogenesis ikan zebra (Danio rerio) ada beberapa tahap 
diantaranya yaitu zigot, blastula, gastrula, segmentation, pharyngula, hatching. 
Berdasarkan hasil penelitian tahap embriogenesis ikan zebra dapat dilihat pada 
gambar berikut ini.  
 




Gambar 5. Perkembangan normal embrio ikan zebrafish (Danio rerio)     
 
Keterangan gambar : 
(A) Zigot (12 menit (0,2 hpf), perbesaran 100x) 
(B) Cleavage (2 hpf, perbesaran 100x) 





























Embriogenesis pada zebrafish (Danio rerio) dimulai dari periode zigot yang 
terjadi pada 0-45 menit setelah fertilisasi, pada tahap ini sitoplasma bergerak 
menuju animal pole untuk membentuk blastodisc.Tipe pembelahan zigot 
tergantung pada tipe telur. Ada dua tipe pembelahan yaitu holoblastik dan 
meroblastik. Ikan zebra tergolong telur telolechithal sehingga pembelahan 
termasuk pembelahan meroblastic (Stresinger,1981). Pembelahan pertama pada 
telur telolechithal akan menjadi blastodisk menjadi dua bagian yang selanjutnya 
masing-masing bagian akan membelah lagi menjadi 4,8,16 dan 32 sel (Lagier, 
1972). Telur yang sudah dibuahi selanjutnya akan mengalami fase cleavage 
dimana sel terjadi pembelahan pertama (diferensiasi) setelah sekitar 15 menit 
dan berturut-turut akan membelah lagi menjadi 4, 8, 16 dan 32 sel blastomer.  
Setelah stadia blastula awal sebagai kelanjutannya adalah stadium blastula 
dimana sel-selnya terus mengadakan pembelahan dengan aktif sehingga ukuran 
sel-selnya semakin kecil (Effendi, 1997). Fase blastula merupakan fase yang 
sangat rentan. Nugraha (2012) memaparkan fase yang sangat peka dalam 
perkembangan telur adalah fase sebelum stadia embrio, terutama sebelum 
mencapai stadia blastula. Telur-telur yang dapat melewati fase kritis tersebut 
selanjutnya dapat terus berkembang dengan baik hingga mencapai stadia 
embrio dan menetas dengan bentuk tubuh normal.  
Tahap selanjutnya telur yang sudah terbuahi dapat diidentifikasi pada 
perkembangan blastula yaitu ketika blastodisc mulai terlihat menyerupai bola 
pada pembelahan 128 sel, ketika periode ini embrio akan mengalami 
pembentukan epiboly. Epiboly adalah penipisan dan penyebaran dari kedua yolk 



























Gambar 6A. Perkembangan normal embrio zebrafish (Danio rerio) tahap 
gastrula (10 hpf, perbesaran 100x), B. Perkembangan normal 
embrio zebrafish (Danio rerio) tahap segmentation (19 jam 30 
menit (19,5 hpf) perbesaran 100x) 
 
 Stadia gastrula adalah sebagai kelanjutan dari stadium blastula 
lapisannya berkembang dari satu menjadi dua lapis. Awal dari gastrulasi ini 
terjadi begitu stadium blastula berakhir. Periode gastrula dimulai saat epiboly 
terbentuk 50% sampai terbentuk sempurna serta tail bud juga terbentuk.  
 Proses pembelahan sel dengan pergerakannya berjalan lebih cepat 
dibandingkan proses stadium blastula. Dalam garis besarnya proses pergerakan 
sel dalam stadium gastrula ada dua macam yaitu epiboly dan emboly. Epiboly 
adalah suatu pergerakan sel-sel kelak dianggap  akan menjadi epidermis dan 
daerah persyarafan. Dengan adanya gerak epiboly ini akan terjadi penutupan 
kuning telur kecuali dibagian blastopore. Emboly adalah pergerakan sel yang 
arahnya menuju bagian dalam terutama diujung sumbu bakal embrio (Effendi, 
1997).  
Gastrulasi berakhir apabila kuning telur sudah tertutup oleh lapisan sel dan 
beberapa jaringan mesoderm yang berada sepanjang kedua sisi notochorda 






























pada embrio. Periode selanjutnya adalah segmentation dimana terjadi 
perkembangan somite, organ dasar m ulai terlihat, tail bud mulai berkembang, 
embrio mulai memanjang serta sel pertama terdeferensiasi dan pergerakan 
pertama kali terlihat. Pada tahap ini  juga terbentuk perkembangan awal neuron, 
ginjal, telinga dan organ penciuman. Hal ini sesuai dengan pemaparan dimana 
proses gastrulasi berakhir apabila kuning telur sudah tertutup lapisan sel (perisai 
embrio). Bersamaan dengan selesainya proses gastrulasi sebenarnya sudah 




Gambar 7A. Perkembangan normal embrio zebrafish (Danio rerio) tahap 
pharyngula (24 hpf, perbesaran 100x). B. Mortalitas awal telur 
zebrafish (Danio rerio). 
 
Periode pharyngula adalah periode perkembangan embrio menuju phylotpic 
stage. Phylotpic stage yaitu stage dimana embrio berkembang seperti 
vertebrata/chordata yang meliputi notochord dan postanal tail serta pembentukan 







































Gambar 8. Perkembangan normal embrio zebrafish (Danio rerio) tahap hatching 
(48 hpf, perbesaran 40x) 
 
Keterangan gambar : 
A : mata 
Bz : sel darah 
C : Chordata 
Ch : korion 
D : kuning telur 
E : usus 
Ek : koagulasi telur 
F : sirip 
Ge : otak 
H : hati 
M : melanophore 
O : kuncup telinga 
S : somites (segmen otot) 
Sb : gelembung renang 
Sh : ekor 
 
 Hatching merupakan saat terakhir masa pengeraman sebagai hasil 
beberapa proses sehingga embryo keluar dari cangkangnya. Penetasan disebut 
juga proses dimana terjadai perubahan dari inrakapsuler menjadi tipe 
ekstrakapsuler yakni hidup bebas. Pada saat akan terjadi penetasan kekerasan 
chorion akan semakin menurun. Pembentukan organ tubuh hampir sempurna 
ketika telur akan menetas. Periode hatching ikan zebra (Danio rerio) dimulai 
pada waktu 48 hpf selama periode ini embrio akan terus menerus tumbuh 



























sempurna. Pada periode early larva morphogenesis sudah sempurna dan mulai 
berenang secara aktif (Kimmel et al., 1995). Larva ikan zebra dikatakan normal 
jika memilki sumbu tubuh yang lurus (Heiden et al., 2007). Penetasan terjadi 
karena kerja mekanik dan kerja enzimatik. Kerja mekanik disebabkan embrio 
sering mengubah posisinya karena kekurangan ruang dalam cangkangnya atau 
karena embrio lebih panjang dari lingkungan cangkang. Kerja enzimatik 
merupakan enzim atau unsur kimia yang disebut chorion dikeluarkan oleh 
kelenjar endodermal didaerah parink embrio (Andriyanto et al., 2013). 
  
4.2 Efek Supernatan Diatom Haslea ostrearia terhadap embrio  Ikan Zebra 
(Danio rerio) 
Pengamatan morfologi bertujuan untuk mengetahui apakah supernatan 
Haslea ostrearia memberikan efek malforasi pada embrio ikan zebra (Danio 
rerio). Pada setiap perlakuan supernatan sebesar 5 %, 10 %, 15 % dan 20 % 
tidak memberikan efek teratogenik terhadap perkembangan embrio ikan zebra. 
Teratogenik merupakan perkembangan tidak normal dari sel, sehingga 
menyebabkan kerusakan pada embrio seperti kelainan morfologi atau yang 
sering disebut dengan malformasi. Poernomo (1999), memaparkan bahwa 
pengaruh lingkungan yang merugikan yang mempengaruhi pertumbuhan 
jaringan tergantung dari sifat dasar pengaruh zat teratogen tersebut. Bahan-
bahan dari lingkungan dapat masuk dan mempengaruhi perkembangan jaringan 
didalam uterus. Saat perkembangan awal organisme, faktor gen dan lingkungan 
berpengaruh pada terjadinya teratogenesis. Perbedaan dalam hal reaksi 
terhadap zat teratogenik tergantung susunan morfologi atau biokimia yang 
dintentukan oleh gen. 
 Embrio pada masing-masing perlakuan tidak mengalami malforasi , telur 




















sumbu tubuh yang lurus (Heiden et al., 2007). Sehingga hal ini berarti 
supernatan diatom Haslea ostrearia pada masing-masing perlakuan tidak 
mempengaruhi morfologi embrio ikan zebra. Data hasil perkembangan embrio 
ikan zebra pada masing-masing perlakuan terlampir pada lampiran 12. Windarto 
et al. (2014), memaparkan bahwa Salah satu diatom potensial yang 
dikembangkan adalah Haslea ostrearia . Jenis ini dikenal sebagai satu diatom 
yang dapat menghasilkan pigmen hijau biru, yang disebut marennine. Pigmen ini 
larut dalam air dan mempunyai sifat alami polyphenolic. Berdasarkan penelitian 
Lingga et al. (2012), bahwasannya perendaman telur lele sangkuriang dalam 
ekstrak bunga kecombrang yang mengandung polifenol tidak mempengaruhi 
proses perkembangan telur ikan lele sangkuriang dan tidak menyebabkan 
abnormalitas larva. Perbedaan perlakuan pada tiap konsentrasi ekstrak bunga 
kecombrang tidak menyebabkan perbedaan embrio dari telur sangkuriang. 
Sehingga polifenol yang terkandung pada supernatan diatom Haslea ostrearia 
tidak mengkibatkan abnormalitas larva ikan zebra (Danio rerio). 
 
4.3 Tingkat daya tetas ikan Zebra (Danio rerio) setelah dipapar supernatan 
diatom Haslea ostrearia 
Telur ikan zebra yang fertile berwarna transparan, berbentuk bulat dengan 
diameter 0.6-0.7 mm. Jumlah telur yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 
20 butir untuk masing-masing perlakuan dan ulangan. Perhitungan daya tetas 
dilakukan mulai 48 jam setelah fertilisasi. Hasil penelitian tentang efek 
pemaparan supernatan diatom Haslea ostrearia, diperoleh hasil yang tidak terlalu 
jauh berbeda pada setiap perlakuan. Lebih jelasnya data persentase jumlah telur 






















Gambar 9. Efek supernatan Haslea ostrearia terhadap daya tetas (hatching rate) 
embrio zebrafish (Danio rerio). Data disajikan dengan rata-rata ± SD. 
Notasi yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji 
Tukey. 
 
Hasil analisis statistik menggunakan one-way ANOVA dan dilanjutkan uji 
tukey menunjukkan bahwa perbedaan konsentrasi supernatan diatom Haslea 
ostrearia memberikan pengaruh (p<0,05) terhadap daya tetas (hatching rate) 
embrio ikan zebra dan waktu lama pemaparan memberikan pengaruh terhadap 
daya tetas pula. Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa, pada waktu 48 
hpf konsentrasi 0 % tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 5 %, 10 %, 15 %, 
namun pada konsentrasi 20 % berbeda nyata dengan konsentrasi 0 %, 5 %, 10 
%, 15 %. Pada waktu 72 hpf konsentrasi 0 % tidak berbeda nyata dengan 
konsentrasi 5 %, 10 %, 15 %, namun konsentrasi 20 % berbeda nyata dengan 
konsentrasi 0 %, 5 %, 10 % dan 15 %.  
Berdasarkan data diatas dosis yang baik untuk dosis supernatan berkisar 
antara 5 % sampai 15 %. Kemudian pada 20 % supernatan mengakibatkan 
tingkat daya tetas telur ikan zebra menurun. Pemaparan supernatan diatom 
Haslea ostrearia yang semakin tinggi akan menyebabkan tingkat daya tetas 























































diserap secara langsung oleh telur karena adanya tekanan osmotik yang lebih 
besar melalui dinding sel sehingga akan mengganggu sintesis protein dalam 
jaringan syaraf, dan akan terjadi denaturasi protein yang dapat menghambat 
perkembangan embrio. Hal senada disampaikan oleh Woynarovich dan Harvath 
(1980), denaturasi protein dalam telur oleh karena pemberian obat yang terlalu 
tinggi dapat menghambat proses metabolisme telur, sehingga telur banyak yang 
tidak berkembang lebih lanjut. Sehingga dapat disimpulkan bahwa supernatan 
diatom Haslea ostrearia mempengaruhi tingkat daya tetas embrio ikan zebra 
(Danio rerio) pada masing-masing konsentrasi supernatan yang diberikan.  
 
4.4 Efek Pemberian supernatan diatom Haslea ostrearia terhadap frekuensi 
detak jantung ikan Zebra (Danio rerio) 
Kondisi fisiologis ikan dapat diketahui melalui detak jantungnya yang menjadi 
indikator selama berenang pada kecepatan yang berbeda. Laju detak jantung 
tersebut dapat mengekspresikan laju aliran darah, proses metabolisme dan 
respirasi ikan (Nofrizal, 2014). Kenaikan frekuensi detak jantung ikan zebra 
(Danio rerio) dipengaruhi beberapa faktor yaitu jumlah konsentrasi yang 
diberikan, lamanya waktu pemaparan, dan bahan yang terkandung dalam 
supernatan Haslea ostrearia. Berdasarkan grafik dibawah menunjukkan bahwa 
detak jantung meningkat seiring dengan perkembangannya embrio dan  
bertambahnya waktu. Berikut ini gambar grafik frekuensi detak jantung embrio 





















Gambar 10. Efek supernatan Haslea ostrearia terhadap frekuensi denyut jantung 
embrio zebrafish (Danio rerio). Data disajikan dengan rata-rata ± SD. 
Notasi yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji 
Tukey. 
 
 Hasil analisi statistik menggunakan one way ANOVA dan dilanjutkan 
dengan uji Tukey menunjukkan bahwa perbedaan konsenstrasi supernatan 
memberikan pengaruh (p<0,05) terhadap detak jantung (heart beat) embrio ikan 
zebra kemudian waktu lama pemaparan juga memberikan pengaruh terhadap 
denyut jantung. Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa pada waktu 24 
jam belum terlihat detak jantung ikan zebra sehingga hasilnya adalah 0. Pada 
waktu 48 hpf konsentrasi 0 % berbeda nyata dengan konsentrasi 5 %, 10 %, 15 
% dan 20 % namun pada konsentrasi 5 % tidak berbeda nyata dengan 
konsentrasi 20 %. Pada waktu 72 hpf konsentrasi 0 % berbeda nyata dengan 
konsentrasi 5%, 10%, 15% dan 20%, namun pada konsentrasi 10% tidak 
berbeda nyata dengan konsentrasi 15%. Pada waktu 96 hpf konsentrasi 0 % 
berbeda nyata dengan konsentrasi 5%, 10 %, 15 % dan 20 %.  
 Jantung merupakan organ fungsional pertama yang terbentuk pada ikan 




























































embrio. Detak jantung ikan zebra mulai terlihat pada waktu 48 hpf (Kang et al., 
2017). Pada embrio ikan zebra (Danio rerio) frekuensi denyut jantung normal 
mendekati denyut jantung manusia yaitu berkisar 120-170 kali per menit (Kowan 
et al., 2015).Telur ikan zebra memilki sifat permeable dimana zat dari luar dapat 
masuk kedalam embrio hal ini sesuai dengan pernyataan Kari et al. (2007), 
bahwa ikan zebra dapat mewakili spesies vertebrata, dan tahapan embrio dari 
ikan ini memiliki beberapa kelebihan, seperti berkembang secara serentak, 
morfologi yang transparan, bersifat permeabel terhadap obat-obatan, serta dapat 
dengan mudah dimanipulasi menggunakan pendekatan genetika dan molekular. 
Windarto et al. (2014), memaparkan bahwa salah satu diatom potensial yang 
dikembangkan adalah Haslea ostrearia . Jenis ini dikenal sebagai satu diatom 
yang dapat menghasilkan pigmen hijau biru, yang disebut marennine. Pigmen ini 
larut dalam air dan mempunyai sifat alami polyphenolic. Sehingga kandungan 
polifenol pada superntaan diatom Haslea ostrearia kemungkinan dapat masuk 
melaui membran sel embrio ikan zebra. Akibatnya semakin tinggi konsentrasi 
supernatan yang diberikan pada media kultur embrio maka semakin tinggi pula 
tingkat frekuensi denyut jantung. Hal ini sesuai pemaparan Athiroh dan 
Permatasari  (2012), bahwasannya kandungan polifenol pada teh hitam dapat 
meningkatkan relaksasi otot polos pembuluh darah bersama dengan peran 
endotel.  Peningkatan frekuensi detak jantung embrio ikan zebra berakhir pada 
dosis15 % supernatan diatom Haslea ostrearia kemudian pada dosis 20 % terjadi 
penurunan karena dosis yang diberikan terlalu tinggi. Namun penurunan tersebut 


























4.5  Efek Pemberian supernatan Haslea ostrearia terhadap Mortalitas ikan 
Zebra (Danio rerio) 
 
Pemberian supernatan dengan dosis yang berbeda pada embrio ikan zebra 
(Danio rerio) memberikan dampak tingkat mortalitas embrio. Lama pemaparan 
dan dosis supernatan Haslea ostrearia menyebabkan mortalitas pada ikan zebra. 
Tingkat mortalitas tertinggi pada perlakuan 20 % dimana mortalitas mencapai 
rata-rata sebesar 33 %. 
 
Gambar 11. Efek supernatan Haslea ostrearia terhadap mortalitas embrio 
zebrafish (Danio rerio). Data disajikan dengan rata-rata ± SD. Notasi 
yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji Tukey. 
 
Hasil analisis statistik menggunakan one way ANOVA dan dilanjutkan 
dengan uji Tukey menunjukan bahwa perbedaan konsentrasi supernatan Haslea 
ostrearia memberikan pengaruh (p<0,05) terhadap mortalitas ikan zebra 
kemudian lama waktu pemaparan juga mempengaruhi tingkat mortalitas embrio 
ikan zebra. Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa, pada waktu 24 hpf 
konsentrasi 0 % berbeda nyata dengan konsentrasi 20 %, namun tidak berbeda 
nyata dengan konsentrasi 5 %, 10 %, dan konsentrasi 15 %. Pada waktu 48 hpf 
konsentrasi 0 % berbeda nyata dengan konsetrasi 5 %, 10 % dan konsentrasi 20 





























































%, namun pada konsentrasi 10 % tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 15 %. 
Pada waktu 72 hpf konsentrasi 0 % berbeda nyata dengan konsentrasi 5 %, 10 
%, 15 % dan 20 %, namun konsentrasi pada konsentrasi 10 % tidak berbeda 
nyata dengan konsentrasi 15 %. Pada waktu 96 hpf konsentrasi 0 % berbeda 
nyata dengan konsentrasi 5 %, 10 %, 15 % dan konsentrasi 20 %, namun pada 
konsentrasi 10 % tidak berbeda nyata (sama dengan) dengan konsentrasi 15 % 
Berdasarkan data pada dosis 20 % supernatan diatom Haslea ostrearia 
mengakibatkan rata-rata tingkat mortalitas embrio ikan zebra tertinggi yaitu 
mencapai 37 %. Pada dosis dibawah 20 % superntaan rata-rata tingkat 
mortalitas ikan kurang dari 12 %. Pada metode ZFET embrio ikan zebra baru 
dapat dinyatakan mati apabila memenuhi salah satu atau lebih dari 4 kriteria 
yang ada, yakni koagulasi, tidak terbentuknya somit, terjadi perlekatan pada 
ekor, dan tidak ada denyut jantung (OECD 2013). Waktu pemaparan supernatan  
embrio ikan zebra berlangsung selama 96 jam. Lama pemaparan yang diberikan 
pada embrio menyebabkan embrio akan lebih banyak menyerap zat aktif 
sehingga meyebabkan toksisitas bagi tubuh yang berakibat pada kematian 
embrio ikan zebra (Wu et a/. 2007). Tingkat mortalitas ikan zebra meningkat 
seiring dengan meningkatnya konsentrasi supernatan diatom Haslea ostrearia 
yang diberikanan pada media embrio ikan zebra (Danio rerio). Selain itu waktu 
pemaparan juga berpengaruh terhadap mortalitas embrio.  
 
4.6 Efek Pemberian supernatan diatom Haslea ostrearia terhadap Survival 
Rate (SR) pada  ikan Zebra (Danio rerio) 
Pemberian supernatan dengan dosis yang berbeda pada embrio ikan zebra 
(Danio rerio) memberikan dampak tingkat Survival Rate (SR). Dosis supernatan 
Haslea ostrearia menyebabkan Survival Rate (SR) pada ikan zebra. Selain itu 




















tingkat SR (Survival Rate) embrio ikan zebra. Fase embrio merupakan fase yang 
rentan terhadap perubahan lingkungan. Berikut ini gambar grafik data tingkat S R 
embrio ikan zebra yang dipapar supernatan.   
 
Gambar 12. Efek supernatan diatom Haslea ostrearia terhadap Survival Rate 
(SR) embrio zebrafish (Danio rerio). Data disajikan dengan rata-rata ± 
SD. Notasi yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji Tukey. 
 
Hasil analisis statistik menggunakan one way ANOVA dan dilanjutkan 
dengan uji Tukey menunjukan bahwa perbedaan konsentrasi supernatan diatom 
Haslea ostrearia memberikan pengaruh (p<0,05) terhadap Survival Rate (SR) 
ikan zebra. Kemudian waktu lama pemaparan juga mempengaruhi tingkat SR 
embrio ikan zebra. Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa, pada waktu 
24 hpf konsentrasi 0% berbeda nyata dengan konsentrasi 20%, namun tidak 
berbeda nyata dengan konsentrasi 5%, 10%, dan konsentrasi 15%. Pada waktu 
48 hpf konsentrasi 0% berbeda nyata dengan konsentrasi 20%, namun tidak 
berbeda nyata dengan konsentrasi 5%, 10%, dan konsentrasi 15%.  Pada waktu 
72 hpf konsentrasi 0% berbeda nyata dengan konsentrasi 10%, 15% dan 20% 



















































namun tidak berbeda nyata atau sama dengan konsentrasi 5 % dan pada 
konsentrasi 10% tidak berbeda nyata atau sama dengan konsentrasi 15%. Pada 
jam 96 hpf jam konsentrasi 0% berbeda nyata dengan konsentrasi 5%, 10%, 
15% dan 20% namun pada konsentrasi 10% tidak berbeda nyata atau sama 
dengan konsentrasi 15%.  
Berdasarkan data diatas bahwa semakin tinggi dosis supernatan diatom 
Haslea ostrearia yang diberikan pada media inkubasi embrio ikan zebra (Danio 
rerio) maka semakin berkurang tingkat Survival Rate embrio. Selain itu faktor 
lingkungan juga berpengaruh terhadap kelulusan hidup ikan. Berdasarkan 
pemaparan Dharma (2015), bahwa faktor lingkungan seperti suhu, oksigen, 
intensitas cahaya dan salinitas serta penanganan telur pada saat inkubasi, cara 
pemeliharaan sangat berperan dalam proses produksi dalam pembenihan ikan 
laut untuk menghasilkan benih yang berkualitas tinggi. Selain itu kualitas telur 
juga berpengaruh bagi perkembangan embrio ikan zebra 
 
4.7 Hasil Analisis Kualitas Air 
 Pada penelitian ini dilakukan pengukuran dan pengamatan terhadap 
parameter kualitas air diantaranya parameter fisika berupa suhu dan parameter 
kimia berupa pH dan DO (Dissolved Oxygen). Parameter kualitas air 
berpengaruh dalam proses pemijahan dan penetasan telur. Kualitas air media 
seperti suhu , pH dan oksigen terlarut. Parameter fisika dan kimia ini harus pada 
kondisi optimal. Suhu berpengaruh terhadap penetasan telur dimana makin tinggi 
suhu air makin tinggi suhu air makin cepat terjadi penetasan telur. Peningkatan 
suhu media inkubasi berbanding lurus dengan peningkatan daya tetas telur 
hingga mencapai suhu optimal, jika suhu media terus meningkat melebihi suhu 




















 Suhu merupakan faktor lingkungan yang secara langsung mempengaruhi 
kehidupan ikan. Suhu berpengaruh dalam proses pemijahan, penetasan telur, 
laju metabolisme dan kelangsungan hidup. Fluktuasi suhu berpengaruhi 
terhadap daya tetas telur. Suhu air pada media budidaya yang sering berubah 
hanya mampu menghasilkan tingkat penetasan telur berkisar antara 60-70 % 
(Sugama dan Artaty, 1993). Oleh karena itu kualitas air optimalisasi suhu pada 
media budidaya sangat diperlukan untuk menunjang daya tetas telur dan 
kelangsungan hidup larva. Selain itu faktor lain yang berpengaruh terhadap 
penetasan telur adalah pH dan oksigen terlarut. Oksigen terlarut dibutuhkan 
dalam proses metabolisme embrio didalam telur (Yustina dan Darmawati, 2003). 
Data hasil pengukuran parameter kualitas air dapat dilihat pada tabel berikut ini 
Tabel 2. Data Kualitas Air 
konsentrasi 
(%) 
suhu(°C) pH DO (mg/l) 
  24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 
0 26,8 26,5 27,5 27,6 7,92 7,74 7,55 7,58 3,95 4,11 4,05 4,02 
5 26,2 27,8 27,2 27,2 6,86 7,29 7,34 7,11 3,37 3,63 3,92 4,05 
10 26,2 27,6 27,3 27,3 7,43 7,26 7,11 7,67 4,02 4,13 4,45 4,45 
15 26,2 27,2 27,2 27,6 7,27 7,2 6,98 7,43 4,14 4,15 4,08 4,26 
20 26,1 27,2 27,4 27,4 6,89 7,9 7,38 7,22 4,23 4,18 4,08 4,15 
Standar 
Baku mutu  
18 °C - 28 °C 6,5 - 8,5 4,5 ppm - 7,40 ppm 
(Hamilton, 2004) (OECD, 2013) (Boyd, 1990) 
 
Suhu air yang terlalu rendah menyebabkan perlambatan produksi enzim 
sehingga memperlambat  penetasan telur, sedangkan suhu yang tinggi 
menyebabkan penetasan premature embrio muda yang sebagian besar tidak 
mampu hidup serta dapat mengakibatkan kematian larva (Vladimirov, 1975). Hal 
ini juga sesuai dengan pernyataan Fujaya (2002), bahwasannya suhu juga 
merupakan faktor penting yang mempengaruhi sekresi enzim penetasan. Pada 




















sintasan. Dari tabel tersebut dapat dilihat bahwa suhu rata-rata hasil penelitian 
berkisar antara 26,1-27,8 0C. Kisaran suhu tersebut masih dalam kondisi yang 
optimal hal ini sesuai dengan pernyataan Hamilton (2004), ikan zebra dapat 
mentolerasi suhu 18-280C.  
Nilai pH perlu dipertahankan pada kisaran yang layak karena nilai pH 
errat kaitannya dengan keseimbangan ionik antara tubuh dan lingkungannya 
dengan cara penukaran ion H+ antara sel dengan lingkungannya. Bila 
keseimbangan ini tidak tercapai maka ikan atau embrio akan lebih rentan 
mengalami luka yang disebabkan pecahnya dinding sel sehingga mengakibatkan 
bakteri dan parasit bisa masuk kedalam embrio ikan. Misalnya keberadaan jamur 
di dalam media air umumnya merugikan karena dapat menyerang telur ikan atau 
ikan (Lesmana, 2004).  Derajat pH dari hasil penelitian rata-rata berkisar antara 
6,86- 7,92. Nilai pH yang baik untuk menunjang kehidupan ikan zebra berkisar 
antara 6,5-7 (Sakurai et al., 1992) sedangkan kisaran pH optimal untuk 
pertumbuhan embrio berdasarkan OECD (2013), berkisar antara 6,5-8,5. Oleh 
karena itu dapat disimpulkan bahwa kisaran nilai pH hasil penelitian ini masih 
baik untuk pertumbuhan dan perkembangan ikan zebra.  
 Oksigen terlarut diperlukan untuk perkembangan embrio sehingga 
tahapan perkembangannya berjalan dengan sempurna. Selain itu kandungan 
oksigen digunakan untuk respirasi dan eksresi telur (Tridjoko, 2004). Kurangnya 
oksigen tidak hanya memperlambat perkembangan embrio tetapi juga dapat 
menimbulkan kematian embrio. Jika gas oksigen rendah saat inkubasi telur maka 
akan mengakibatkan ukuran kuning telur lebih kecil dan lemah dibandingkan bila 
kandungan oksigen cukup tinggi. 
 Oksigen terlarut yang cukup sangat penting dalam pembenihan karena 
telur dan benih memiliki tingkat metabolisme yang tinggi. Konsentrasi oksigen 




















Boyd (1990), menyatakan bahwa oksigen terlarut yang optimal berkisal antara 
4,5 ppm-7,40 ppm. Berdasarkan hasil penelitian kandungan oksigen dalam 
pemeliharaan embrio ikan zebra (Danio rerio) berkisar antara 3,37-4,45 ppm 
sehingga hasil yang diperoleh belum termasuk kondisi yang optimal. Hal ini 














































 Perkembangan embrio Zebrafish (Danio rerio) setelah pemaparan 
supernatan diatom Hasle ostrearia  pada masing-masing perlakuan dengan 
konsentrasi 0 %, 5 %, 10 %, 15 % dan 20 %  tidak mempengaruhi morfologi 
embrio. Supernatan diatom Haslea ostrearia pada masing-masing perlakuan 
tersebut tidak mengakibatkan efek teratogenik pada organ  embrio ikan zebra 
sehingga ikan tidak mengalami malforasi (kelainan morfologi). Ikan menetas 
sempurna dengan memilki sumbu tubuh yang lurus.  Hasil analisis statistik  
menggunakan one-way ANOVA dan dilanjutkan uji Tukey menunjukkan bahwa 
perbedaan konsentrasi memberikan pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) 
terhadap mortalitas, daya tetas (hatching rate), detak jantung (heart beats), dan 
SR (Survival Rate) pada embrio ikan zebra (Danio rerio). Kemudian lama waktu 
pemaran menggunakan supernatan diatom Haslea ostrearia juga berpengaruh 
terhadap tingkat mortalitas, daya tetas, detak jantung dan SR embrio ikan zebra. 
 
5.2 Saran 
 Penelitian lebih lanjut sebaiknya ditentukan terlebih dahulu nilai ambang 
bawah dan ambang atas terlebih dahulu sebelum uji lanjutan untuk penelitian 
lanjutan dianjurkan penggunaan diatom Haslea ostrearia di ekstrak terlebih 
dahulu atau dilakukan purifikasi marenin untuk mengetahui lebih jauh lagi 
pengaruh kandungan marenin terhadap organisme akuatik selain itu dapat 
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Animal Pole  : kutup hewan yang akan berdiferensiasi menjadi embrio 
Blastodisc  : kubah sitoplasma (seperti cakram pada telur) yang  
memisahkan dari kuning telur ke arah animal pole selama   
satu tahap sel yang mengalami pembelahan 
Blastomer  : tahap pembelahan embrio awal 
Gastrula : tahap pertumbuhan embrio terbentuk mangkuk yang 
terdiri atas duas sel atau masa embrio dini setelah masa 
blastula yaitu struktur bulat, hasil pembelahan zigot 
Cleavage : proses pembelahan sel pada perkembangan embrio, 
ukuran sel tersebut makin lama makin mengecil atau 
menjadi unit-unit kecil yang disebut blastomer 
Chorion  : cangkang telur 
Epiboly : penipisan dan penyebaran YSL dan blastoderm di atas 
kuning telur 
Blastula : tingkat awal embrio pada hewan, berbentuk bundar 
seperti bola, terdiri atas lapisan dinding satu sel dan 
rongga berisi cairan 
Hatching : perubahan intracapsular (tempat yang terbatas) sehingga 
embrio keluar dari cangkangnya 
Hpf   : hours post fertilization 
Notochord : jaringan aksial yang membantu perpanjangan tubuh dan 
akan berkembang menjadi medula spinalis saat vertebrata 
dewasa 
Pharyngula : tahapan filotopik pada embrio, bentuk tubuh melurus dari 
bentuk awalnya yang mengelilingi kuning telur 
Phylotypic stages : stage dimana embrio mengalami perkembangan seperti 
vertebrata/chordata yang meliputi pembentukan notokorda, 
tabung syaraf, somite dan post anal tail 
Segmentation : fase pembentukan organogenesis primer seperti 
pembentukan neuromer, lengkung primodial, pembentukan 
batasan antara somite dan satu dengan dua serta awal 
pergerakan dan ekor muncul 
Somite : lempengan vertebrata atau untaian segmen longitudinal 
berbentuk blok blok dimana mesoderma dikedua sisi 
tulang belakang embrio melakukan diferensiasi 
Yolk egg  : sumber makanan untuk embrio 
Yolk Syncytial layer : lapisan periferal dari sel kuning telur seperti nuklei 
Zigot   : sel telur yang telah terfertilisasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
